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Diversas sustancias pueden unirse al receptor colinérgico muscarínico (RCM) como moduladores 
alostérícos. Por esta razón, se decidió el estudio de los efectos de la galamina, un ligando alostérico, sobre 
las tasa de asociación y disociación en la unión del benzilato de [3H] - N - metil - quínuclidinilo [3H] - 
QNB) a los RCM de Corteza Frontal Humana. Los ensayos se llevaron a cabo en ausencia y presencia de 
galamina en concentraciones de 10-6 a 10-3 M. los datos se analizaron por regresión no lineal. Tanto la 
asociación como la disociación del [3H] - QNB de los RCMs fueron modulados en forma bifásica: bajas 
dosis de galamina aceleraron la disociación y retrasaron la asociación, mientras que, a dosis mayores, se 
obtenían los efectos contrarios. Para todos los ensayos, la galamina redujo la unión de [3H] - QNB de 
manera dosis -dependiente. Estos hallazgos sugieren que la galamina podría ejercer efectos alostéricos 
característicos sobre la unión de antagonistas de los RCM cerebrales dependiendo de la concentración, 
ofreciendo un camino para el desarrollo de acciones farmacológicas más específicas. 
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Several substances are able to bind muscarinic acetylcholine receptora (mAChR) as allosteríc modulators. 
For this reason, the effects of an allosteric ligand, gallamine, on the rates of association and dissociation of 
[3H] - N - methyl - quinuclidinyl benzilate ([3H] - QNB) were studied at human frontal cortex mAChR 
Assays were performed either in absence or presence of Gallamine in concentrations ranging from 10-6 to 
10-3 M. Data were analyzed by nonlinear regression. Both association and dissociation of [3H] - QNB from 
mAChR were modulated by gallamine in biphasic manner: low concentrations of gallamine accelerated 
dissociation and slowed association, while the opposite effect was obtained at higher concentrations. For 
all assays, gallamine reduced the [3H] - QNB binding in a dosis - dependent manner. Such findings suggest 
that gallamine might exert distinctive allosteric effects on antagonists binding to brain mAChR dependíng 




Los Receptores Colinérgicos Muscarínicos 
(RCMs) se encuentran en el músculo liso, 
glándulas exocrinas, Sistema Nervioso Central 
(SNC) y el Sistema Nervioso Periférico (SNP); 
pertenecen a una súper familia de receptores de 
superficie celular que median su acción a través 
de la activación de proteínas G. Estos receptores 
están conformados por 7 dominios hidrofóbicos 
transmembrana de 20 a 25 aminoácidos con una 
organización estructural tipo alfa - hélice, unidos 
por tres asas intracelulares y 3 extracelulares 
alternantes con el extremo amino - terminal 
expuesto a la superficie externa y el extremo 
carboxi - terminal a citoplasma (1 - 7). 
 
La caracterización farmacológica de estos 
receptores se ha basado fundamentalmente en el 
estudio de las propiedades de unión de ligandos 
radiactivos, habiéndose comprendido 
inicialmente la unión de antagonistas al RCM en 
términos de una reacción bimolecular simple, que 
obedecía a la Ley de Acción de Masas (2, 8 - 10); 
sin embargo, evidencia más reciente ha 
demostrado que, en realidad, esta unión es 
mucho más compleja, con mecanismos de 
regulación que incluyen tanto efectos 
heterotrópicos como homotrópicos (11, 12 - 20). 
 
Los primeros indicios de regulación heterotrópica 
del RCM provinieron del estudio pionero de 
Clark y Mitchelson, en el que se demostró un 
efecto inhibitorio no competitivo del bloqueante 
neuromuscular Galamina (21), acción que luego 
ha sido mejor caracterizada, concluyéndose, en 
general, que sus acciones son compatibles con un 
efecto heterotrópico cooperativo negativo, de 
acción predominante, aunque no exclusiva, en 
receptores M, (11 - 14, 18, 19, 21 - 24). 
Adicionalmente, este tipo de efectos ha sido 
reportado para otros compuestos, como D - 
tubocurarina, alcuronio, pancuronio, verapamil, - 
estricnnina, himbacina, oximas, brucina y muchos 
otros (18, 25 - 33). 
 
Estos efectos han demostrado ser mucho más 
selectivos que los de los ligandos de acción 
ortosténca en los RCMs, por lo que su estudio 
abre nuevas posibilidades terapéuticas, en especial 
en trastornos cardiovasculares o del Sistema 
Nervioso Central y (12, 19). Así pues, dada la 
importancia de esta fina regulación del RCM y 
sabiendo que hasta ahora su estudio en humanos 
se ha limitado al realizado en RCM clonados, 
inmersos en un ambiente fisiológica y 
bioquímicamente extraño, se pretendió, como 
fase inicial de un estudio más extenso de la 
regulación heterotrópica en este receptor, 
caracterizar el efecto de Galamina sobre la unión 
de [3H] - QNB al RCM de Corteza Frontal 
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cinética exhibida. Resultados preliminares de este 
estudio han sido presentados antes, bajo la forma 
de resumen (34). 
 




L - [3H] - QNB (L - [3H] - Benzilato de 
Quinuclinidilo) 43,0 Ci/mmol obtenido de NEN 
(Dupont, Boston, MA). Gallamine triethiodide, 
USP grade, de Research Biochemicals 
International (Natick, MA, USA). El resto de los 
químicos usados, como ácido bicinquionínico 
(BCA), PMSF (Floruro de fenil - metil - 
sulfonilo) y EDTA (Ácido etilendiamino 
tetraacético) provinieron de Sigma Chemical Co. 
(St. Louis, Mo.), siendo todos de grado analítico. 
 
Las muestras de cerebro humano se obtuvieron 
del Servicio de Patología del Hospital 
Universitario "Antonio María Pineda", en 
Barquisimeto. El tiempo máximo entre la 
muerte y la autopsia fue de 12 horas. 
Inmediatamente, la CFH se disecó y almacenó a -
70°C hasta su uso. 
 
Preparación de las membranas: 
 
Pequeños trozos de CFH se homogeneizaron a 
4°C en agua pentadestilada con un 
homogenizador con pistilio de teflón (450 rpm) y 
centrifugados a 48000 G por 45 minutos. El 
sobrenadante se descartó y el sedimento se 
resuspendió en Buffer Fosfato 25mM / EDTA 1 
mM, con otra centrifugación a 48000 G por 30 
minutos. Este procedimiento se repitió 2 veces y 
el sedimento resultante se resuspendió en Sucrosa 
0,32 M preparada en Buffer Fosfato 25 mM. La 
fracción nuclear se removió por centrifugación a 
1000 G por 10 minutos y el sobrenadante se 
centrifugó nuevamente a 48000 G por 45 
minutos. El sedimento se resuspendió en Buffer 
Fosfato 25 mM, centrifugándose de nuevo. El 
último sedimento se resuspendió en Buffer 
Fosfato 25 mM, para una concentración de 
proteínas de 1 - 1,8 mg/ ml definida por ensayo 
de BCA (35) y se refrigeró a -70°C hasta su uso. 
 
Ensayos de radioligando: 
 
Se realizaron ensayos de asociación incubando al 
menos por duplicado las membranas (40 - 80 mg 
de proteínas) en Buffer fosfato 25mM agregando 
[3H]QNB 40pM sólo (control) y en referencia de 
Galamina a concentraciones de 1mM - 1mM para 
un volumen final de 1ml por diversos tiempos: 
15, 30, 60,120, 240 y 360 minutos. 
 
Los ensayos de disociación se realizaron en 
Buffer Fosfato 25 mM (pH 7,3; 37°C) incubando 
inicialmente las membranas (40 - 80 mg) con 
[3H]QNB 500pM por una hora para luego 
agregar Atropina 10 -4 (control) o Atropina 10-6 
más Galamina a concentraciones de 1mM - 1mM, 
incubando nuevamente por 360, 240, 180, 120, 
60, 30 y 0 minutos para cada punto, al menos por 
duplicado. El tiempo cero se determinó por 
incubación sin disociante. 
 
Para todos los ensayos, la unión inespecífica se 
determinó agregando Atropina 10 -4 para cada 
punto ensayado, restando el valor a la unión total 
para determinar la unión especifica. Las 
reacciones terminaron por filtración al vacío a 
través de filtros de fibra de vidrio GF/B 
(Whatman paper Ltd, Brandell, Inc.), utilizando 
un cosechador de células (Brandell, Inc). Se lavó 
3 veces con 1,5 ml de Buffer fosfato 10 mM frío; 
los filtros se secaron a 60°C por 24 horas y se 
colocaron en líquido de centelleo 
(PPO/POPOP/Tritón x 100/Tolueno) por 12 
horas en la oscuridad. La radioactividad se midió 
en un contador de centelleo líquido Wallac 1410 
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Análisis de los datos: 
Los ensayos de asociación fueron analizados por 
regresión no lineal obtenida por ajustes 
computarizados (método de la mínima suma de 
cuadrados) por uso del paquete Graphpad Prism, 
versión 2.01,: a través de estas ecuaciones: 
 
 
Se considerarían significativamente mejores - los 
ajustes según los modelos de mayor complejidad 
cuando, al realizar la prueba F, el valor de p fuese 




Asociación de [3H]QNB: la figura 1 muestra un 
ensayo de asociación típico en las condiciones ya 
explicadas antes. En general, los ensayos de 
asociación se ajustaron mejor a un modelo 
monoexponencial monofásico compatible con . 
la ecuación 1. Pudo observarse un decremento de 
la unión de equilibrio, acorde la aumento de la 
dosis de galamina utilizada (figura 1), el -cual 
pareció ser perfectamente monofásico y dosis - 
dependiente (figura 2), con una DI50 de 7,8 mM. 
El efecto en el tiempo de asociación fue, por el 
contrario, bifásico, con un retraso inicial, seguido 
de una aceleración de la misma a mayores de 
galamina, como puede verse en la figura 3. La 
máxima deceleración de la asociación se 
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Disociación de [3H]QNB: Inicialmente, se 
evidencia que se acelerada disociación, efecto que 
se sigue de un enlentecimiento que hace la 
disociación más lenta aún que la del ensayo 
control (figura 4); la vida media de disociación 
(T½d) aumenta en función del incremento en la 
concentración de Galamina, en concentraciones 
de 10 -6 hasta 10 -4M. A concentración 10 -3M, la 
Galamina enlentece la disociación estabilizando la 
unión del [3H]-QNB. La T½d observada es mayor 
que para el resto de los puntos de la disociación. 
La figura 4 muestra un ensayo típico, en 
representación convencional y semilogarítmica, 
mientras que en la figura 3 se observa la 
diferencia en los tiempos medios de disociación, 
que alcanzó un máximo de aceleración a dosis de 






El efecto de la galamina con respecto a la unión 
de antagonistas ha sido caracterizado 
repetidamente (11 - 14, 23, 24, 36) habiéndose 
constatado tres puntos principales en cuanto a su 
acción: Primero, disminución de la afinidad 
(aumento de la constante de disociación, Kd), 
segundo, efecto inhibidor sobre la asociación y, 
por último, un efecto bifásico sobre la tasa de 
disociación (aceleración a dosis bajas y retardo a 
dosis mayores). 
 
El primer aspecto reseñado implica que el efecto 
de la galamina sería cooperativo negativo, por ser 
capaz de reducir la afinidad de los receptores por 
su ligando ortostérico, en este caso, el [3H]-QNB. 
Esto se manifiesta indirectamente en este estudio 
al observar disminución de la unión en el 
equilibrio para los diferentes puntos de 
asociación, pudiendo iniciar un efecto sobre la 
constante disociación, como se ha reportado por 
Lee y El - Fakahany que la hallaron incrementada 
en 1 - 2 órdenes de magnitud (13). Este efecto, 
que pudiera haber sido inducido por mecanismos 
competitivos, ha de ser en este caso de naturaleza 
alostérica, ya que la asociación propiamente dicha 
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Esto se confirma en los efectos de galamina de 
las tasas de asociación como de disociación, por 
cuanto acciones bifásicas no pueden originarse 
por simple competición. Esta alternancia de 
efectos "activadores" e "inhibidores" en esos 
aspectos cinéticos de unión, no se manifestaron, 
empero, a las mismas dosis, presentándose la 
transposición a concentraciones de galamina mas 
bajas para la asociación que para la disociación. 
Esto se explica suponiendo que la afinidad de 
unión de la galamina es mayor por los receptores 
libres del ligando ortostérico que por aquellos 
ocupados por el mismo (19). 
 
Es importante señalar que, hasta ahora, no se 
habían reportado hasta ahora efectos bifásicos en 
cuanto a la asociación de antagonistas al RCM, 
independientemente del subtipo implicado. 
registrándose en todo caso, retraso de: la misma, 
aún en presencia de otros electores (18, 19, 37, 
38). Por otra parte, toda vez que las condiciones 
de ensayo implicaron preincubación con 
galamina, podrían haberse creado dos "tipos" de 
sitios:  
 
· Sitios ocupados previamente con 
galamina, los cuales según los modelos 
mas aceptados para    la interacción (18, 
19, 38), tendrían prácticamente bloqueado 
el acceso del [3H]-QNB al sitio de unión, 
por la extrema lentitud de disociación de 
galamina de los mismos; tales sitios 
resultarían, pues, de aparente "muy baja 
afinidad" para [3H]-QNB. 
 
· Sitios no ocupados previamente con 
galamina, que deberían resultar de 
"afinidad normal" para [3H-QNB; sin 
embargo, por tratarse de un complejo 
diferente (RCM - [3H]-QNB), la-galamina 
entraría en un nuevo equilibrio con él, 
para. formar el trímero RCM - [3H]-QNB 
- Galamina, con estabilización de la unión 
del [3H]-QNB, por lo que tendría una 
aparente "mayor afinidad" por el 
receptor, al estar bloqueada su 
disociación. 
 
En conclusión, la galamina presenta un evidente 
efecto alostérico en los RCMs de CFH, los 
cuales, según estudios anteriores, son 
predominantemente de tipo M1. Tomando en 
consideración lo anterior, se demuestra la 
necesidad de nuevos estudios, en los cuales se 
complete esta panorámica con ensayos de 
saturación e inhibición, así como nuevos 
experimentos fuera del estado de equilibrio en los 
cuales, se utilicen variaciones de las  técnicas aquí 
utilizadas, incluyendo? pruebas con otros 
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